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論 文 内 容 要 旨
〈はじめに〉 、
ビフィズス菌は,ヒ ト,動 物,昆 虫の腸管に常在するグラム陽性桿菌であり,Tissier(仏)に よ り,
1899年 にヒト乳幼児の糞便よりはじめて単離された。本菌は培養手技の確立がなされるまで,長 らく分
類学上の混乱をきたしてきたが,現 在では一般に,28菌 種 に分類 されると考え られている。本菌の特長
として,宿 主の種類および宿主の年齢層によって分布が異なるということが挙げられるが,そ の機序や意
義はほとんど解明されていない。
腸内常在菌であるビフィズス菌の生理的意義に関 しては,感 染防御作用,老 化防止,栄 養機能の増強,
あるいは大腸癌の予防など,多 方面からの検討がなされており,本 菌が宿主との共生の中で宿主の生理機
能に深 く関わっていることが明らかにされている。
こうした,腸 管での生理機能の研究に比べて,ビ フィズス菌自身 の物質 としての生物学的機能,特 に
「ビフィズス菌の免疫系に対す る作用」に関する研究は,ほ とんど行われていなかった。 そこで,本 論文
においては,ビ フィズス菌の生物学的修飾物質(BRM)と しての可能性を探 るたあに,抗 腫瘍活性を中
心に種々の検討を行なった。
この検討を行なうに際 して,最 初にビフィズス菌より活性物質の単離を試みた。そのため,マ ウス移植
腫瘍に各種のビフィズス菌分画物を局所投与 して効果を判定 した。そめ結果,新 規な方法で分離 した精製
細胞壁を得て,WPG(WholePeptidoglycan)と 命名 した。 このWPGを 用いて,幾 っかの動物腫瘍に
対する抗腫瘍効果 とその特長,な らびに,効 果発現に関与する作用機序,遅 延型 アレルギー反応などの免
疫反応に対 してのアジュバ ント作用に対す る検討を行なった。先に述べたように,ビ フィズス菌 は,菌 種
により特定の動物や年齢層の宿主にしか検出されないという宿主選択性を有することが認められている。
この ビフィズス菌 の宿主選択性 と免疫系 に対す る作用 との関連性 に着 目 して,マ ウスに常在 す る
B彰40δ αC診θr彪肌 侃伽 αZ`S(B.α7Z`ノηα泥S)と ヒトより分離されたB.♂0πgμ瀦 のマウス腹腔内細胞 に対
す るサイ トカイ ン産生 ・誘導能の検討を行なった。
〈WPGの 分離〉L』
本論文で検討 を行 な った ビフィズ ス菌 の菌種 は,B.蛎 α翻8で あ る。B.蛎 α麗`8は,ビ フィズス菌菌
種 の中で も顕 著な抗腫瘍活性 を有 し,死 菌 が生菌 と同等 の活性 を示す ことが既に報告 されてい る。
加熱 処理 したB.`4α 漉8全 菌か ら分離 した種 々の菌 体画 分 の抗腫瘍 活性 を,BALB/cマ ウ ス同 系
MethA腫 瘍 に対す るサプ レッション活性 とリグ レッシ ョン活性 を指標 に比較 を行 な った。 即 ち,サ プ
レッションテス トは,腫 瘍 細胞 と試験物質 を混合 しマ ウスに皮下移植 し,腫 瘍の生着の有 無,お よび腫瘍
細胞 のみを移 植 された コ ン トロール マウス との腫瘍径 の比較 を経時 的に行 な う方法であ る。 リグ レッシ ョ
ンテス トは皮下 に生着 したpalpable加mor(5㎜ 前後)内 に諒験物質 を連続 的に投与 し,腫 瘍 サイ ズの
退縮 および生 存期 間を測定 し,コ ン トロー ルマ ウスとの比較 を行 な う方法 である。
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ビフィズス菌加熱死菌か ら,全 菌を超音波処理 した全菌破砕画分,こ の遠心沈渣である粗細胞壁画分,
および遠心上清部の可溶性(細 胞質)画 分を分離 した。これらの調製サ ンプルは凍結乾燥を行ない,実 験
時に懸濁 して使用 した。全菌,全 菌破砕画分,お よび粗細胞壁画分はサプレッションテス トとリグレッショ
ンテス トで高い活性を認あた。可溶性(細 胞質)画 分の活性は明 らかに劣るものであった。この結果より,
加熱処理 した全菌の抗腫瘍活性 は主に細胞壁部分に存在することが示唆された。
そこで,粗 細胞壁の精製(蛋 白分解酵索,核 酸分解酵素 および有機溶媒処理)を 進め,細 胞壁骨格
(CWS)を 分離 した。このCWSの サプ レッション活性 は,こ れまでのビフィズス菌画分 の中でで は最 も
優れたものであった。ところが,期 待に反 しCWSの リグレウション活性は著明に低 く,全 菌の活性 と比
較するとその差は明白であった。 しかしなが ら,こ のことは,CWSが 抗腫瘍活性画分である可能性を否
定するものではない。なぜならば,サ プレッション活性ではCWSは 全菌に比べて常に同等以上の効果を
示 したか らである。
そこでCWSの サプ レッション活性 とリグレッション活性の乖離の矛盾を解明するたあに,菌 体画分の
中で最 も高いリグレッション活性を示す全菌の構造に着目し,全 菌の形状を保持 した精製細胞壁を分離 し
ようと試みた。そのたあ,細 胞壁調製の第一段階で,常 法による菌体の物理的破砕を行なわずに,代 わり
に界面活性剤(TritonX-100)処 理の後で精製処理を行なった。 こうして得 られた精製細胞壁の化学組
成は,CWSと ほぼ同 じであった。この新規な精製細胞壁(WPG)は,多 糖体(グ ルコースとガラク トー
ス)お よびペプチ ドグリカン部分から構成され,か っ全菌の形状を保持 していることが,電 顕下で確認 さ
れた。
WPGの サプレッション活性および リグレッション活性{ま,全 菌に比べても同等以上の ものであ った。
さらに,WPGを 超音波処理 して菌体構造を大きな断片とした物質を調製 した。 この物質 は,CWSお よ
びWPGと 同等のサプレッション活性を示 し・ リグレッセヨン活性に関 しては予測通.りCWSとWPGの
中聞程度の活性を示すことが確認された。菌体構造が精製細胞壁の抗腫瘍効果の発現に必要なことはエー




WPGの 抗腫瘍スペク トラムの検討を,皮 下腫瘍,お よび体腔内(腹 腔内と胸腔内)に 腫瘍 を移植 した
担癌動物で行なった。皮下および腹腔内に移植 したBAI.B/cマ ウス同系であるMethA,Meth1線 維
肉腫およびcolon26結 腸癌に対 レてWPGは,投 与量に比例する抗腫瘍効果を発揮 した。 また,総 投与
量を一定に した場合,単 独の大量投与に比べ,よ り回数を増や した頻回投与において優れた治療効果を認
めた。さらに,担 癌宿主の腫瘍量(tumorburden)が より少ない状態で,WPG投 与を開始す ると,よ
り高い効果が認あ られた。同様な傾向は,胸 腔内モデルでのMethA腫 瘍やF344ラ ット同系MADB106
乳がん腫瘍の実験でも確認 された。 しかし,こ の場合,WPG投 与 は腫瘍移植直後の1日 目では無効で,
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2-3日 目で有意な効果が認められたことから,投 与のタイ ミングも重要であることが示唆された。
瓦o`オroでWPGは 腫瘍細胞に対 して直接細胞障害活性を示さないことか ら,加 ひ`ひoでのWPGの 抗
腫瘍効果は,担 癌宿主の抗腫瘍免疫機構を介 して発揮されることが示唆された。
〈WPGの 抗腫瘍作用機作の解 明>
WPGを 生体 に投与す ると,投 与 局所で好中球 に引続 いてマ クロフ ァー ジなどの貧食細胞の集 籏 が顕著
に認め られ る。そ こで,WPGが`π 痂roで 直接 に,こ れ らの細胞を活性化 で きるか否かの検討 を マウス
のペプ トン誘導腹腔 内細胞(P-PEC)と チオグ リコ レー ト誘 導腹腔 内誘 導細 胞(TG-PEC)を モデル に
行な ったところ,WPGの 添加濃度 に比例 して これ らの細胞 は活性化す る傾向を認 めた。 一
そ こで,こ れ らの腹腔内細胞 にWPGを 添加 して刺激 した場合 に誘導 ・増強 され る抗腫瘍因子 の探索を
行な い,TNF一 αおよび酸化窒素代謝物(RNI)の 産 生が認 あ られた。ま た,WPGを マ ウス腹腔 内に投
与 して3時 間後 の腹腔 内細胞を回収 し,こ の細胞 の各種 サ イ トカイ ンのmRNA発 現 をRT-PCR法 で測
定 した ところ,IL-1β,II」 一6,TNF一 αなどの炎症性 サ イ トカイ ン,お よびIFN一 α,IL-1σ などの発現 が
認め られた。 しか し,IFN一 γの発現 は認 め られ なか った。
以 上の結果,WPGは 投与局所 に各種 のサイ トカイ ンを誘 導 して免疫賦活化物質 と して作用 す る ことが
考 え られた。
〈WPGの アジュバ ン ト作用〉
ビフィズス菌 および関連菌体成分 には,ス ーパ ー抗原 のよ うな リンパ球 に対す る直接作用 は知 られて い
な い。そ こで反応 の主体が リンパ球で ある免疫反応 でWPGが ア ジュバ ン ト効果 を示すか杏かを マウスを
用 いた 加 漉oの,(a)遅 延型 ア レルギー反 応(DTH反 応)一 羊赤 血球(SRBC)を 抗原 とす る足 蹟容 積
の変化,(b)腫 瘍 ワクチ ンーグルタールアルデ ヒ ド固定 コンカナバ リンA付 加腫 瘍細 胞 ワクチ ンに よる予
防効果,(c)抗 腫瘍中和試験(Winnassay)一 ドナーマ ウス脾細胞 の腫瘍中和活性 め測定,な どの ア ッセ
イにWPGを 組入 れて検討を行 なった。何故 な らば,こ れ らの反応 は全 てT細 胞介 在性 の免 疫反 応 であ
ることが広 く知 られて いるか らで ある。その結果,WPGは 全ての免疫反応 に対 して優 れたア ジ ュバ ン ト
効果 を示 した。特 に,Winnassayの 検討 では,WPGが ア ジュバ ン トとして作用 した ドナーマ ウスの 脾
細胞 に は腫瘍特異免疫が成立 してお り,こ の活性 は抗Thy1.2抗 体+補 体処理 によ り失活 した こ とか ら,
丁細胞 の関与 は立証 され た。
〈ビフ ィズス菌の宿主選択性 とTNF一 α誘導>
B.α η伽 畝8は,マ ゥスお よび ラッ トの腸管 に分布す る。B.♂oπgμ 肌 は ヒ ト腸 管 に存在 し,マ ウス腸
管 では生着 で:きない。そ こで,こ の2種 の ビフィズス菌 のマ ウス腹腔内細胞 に対す るサイ トカイ ン誘導活
性を比較検討 した。2種 の菌体 と もに,IL-1β,IL-6,IL-10な どのサイ トカイ ンを誘導 したが,IL-4,
IFN一 γは誘導で きなか った。TNF一 αは,ビ フ ィズス菌 を投与 した腹腔内細胞 のmRNA発 現 レベルで も,
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TG-PECに 各菌体 を添加 した後 の培 養上 清 中 に も誘導 が認 あ られた。 各菌種 を 量 的 に比 較 す ると,B.
Zoηgμ濡 はB.α π枷 α♂`sに比べてTNF一 αを強 く誘導 した。 さ らに`π ひ1ひoでTNF一 α感 受性 のMethA
腫瘍 に対 しサプ レッションテス トを行な った ところ,B.め ηgμ肌 がB,α η伽 α始 に比 べて若 干優 れ たサ
プ レッシ ョン活性 を示す傾向 が認 め られた。
このB.Zoπgμ 肌 とB,α π枷 読sのTNF一 α産生誘導 の量的 な差 がどのよ うな理 由 に基 づ く ものか は不
明であ る。 しか しなが ら,マ ウス腸 管 に対 して親 和性 の強 いB.α π伽 α始 が,親 和 性 を持 ち得 ないB.
10ηgμ肌 に比 べてTNF一 αの誘導活性 が低 い ということは,例 え ば,腸 管 での 日常 的 な刺激 は よ りマ イ ル
ドで,自 己免疫 の発症 や発癌 プロモーシ ョンな どの反 応を抑 制す るの に役立 ってい ると考え られ る。
〈まとめ〉
ビフィズス菌 の免疫賦活化機能 は,細 胞壁画分 に存 在 し,そ の菌体構造 が非特異 的免 疫細胞 の活性化 に
重要 であ った。 こ うして分離 された精製細胞壁(wpd)は,投 与局所 にIL-1β,IL-6お よびTNF一 αな
どのサイ トカイ ンを誘導 し,好 中球 やマ クロファー ジを活性 化 した。またWPGはDTB:反 応 な どの免疫
反応 に対 して もアジュバ ン ド作 用を示 した。
一方
,ビ フ ィズス菌 の菌種 に よ り腸 管 にお け る分 布 が異 な ることが知 られ て い る。 マ ウス常 在性B.
απ航 α始 と ヒト由来 のB.loπg召 肌 のマウス腹 腔内細胞 に対す るサイ トカイ ン誘導活性 に関 して は違 い は
認 め られなか ったので,免 疫系 に対す る作用 に関 して は菌種 に よる大 きな差 は認 め られないと考 えられた。
ただ し,TNF一 αに関 して は産生誘導能 に有意 な差が認 め られた。
以上か ら,ビ フ ィズス菌 はBRMと しての機能 を保持 して いることが立証 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
ビフィズス菌は多種属生物の腸管に常在するグラム陽性の桿菌であり,種 々の生理的な作用を持っ こと
が示唆されているが定説はなく,特 に免疫系に関連する研究はほとんど行われていなかった。
本論文 は,ま ず ビフィズス菌(B.蛎 α蕩8)よ り活性物質の単離を試 み,細 胞壁の構造が保たれてい
る菌体画分,Wholepep七idoglycan(WPG)を 活性成分 として分離 した。WPGは,マ ウスの同系腫瘍
に対 してサプ レッション活性およびリグレッション活性を持 っており,そ の活性は,従 来の菌体画分分離
法によって得 られる細胞壁骨格(CWS)よ りも強いことを示 した。したがってその作用 の発現 には,未
処理の状態の菌体構造を維持 していることが必要であることを明らかに した。 ・
っぎに抗腫瘍スペク トルを,皮 下腫瘍および体腔内に腫瘍を移植 したマウスで調べた。その結果,皮 下
および腹腔内に移植 したBALB/cマ ウス同系であるMe七hA,Meth1線 維肉腫およびcolon26結 腸癌
に対 し,投 与量に比例する抗腫瘍効果を示 した。またWPG投 与は,腫 瘍移植直後では無効で数 日後以降
か らの連続投与で有効であり,投 与の時期が治療効果に影響することから,担 癌宿主の抗腫瘍免疫機購 を
介 して作用が発現 していることが示唆された。
ビフィズス菌の リンパ球に対する作用を検討す ることを目的とし,WPGが アジュバ ント効果 を持っか
どうかを,マ ウスを用いて各種の反応によって検査 した。その結果,遅 延型 アレルギー反応(DTH反 応),
腫瘍ワクチンに対す る効果,抗 腫瘍中和試験(Winn試 験)な どのアッセイ系のすべてについて陽性 とな
り,WPGは 優れたアジュバ ント活性を持っことを示 した。またWinn試 験の活性 は,Thy-1.2抗 体 など
の処理で活性を失 うことから,丁 細胞介在性の腫瘍特異免疫が成立 していることが確認 された。
さらにビフィズス菌の宿主選択性を知 るため,マ ウスおよびラッ トの腸管 に存在す るB.α π厩 α娩 と
ヒト腸管 に存在す るB.♂oπgひ舵 の2種 の菌体につき,マ ウス腹腔内細胞に対するサイ トカイ ン誘導能を
比較 した。いずれの菌体 ともに,IL-1β,II」 一6,IL-10な どのサイ トカイ ンを誘導 したが,工L-4,IFN一
γを誘導で きなか った。またRZo㎎ μ灘 は,Bα η伽 α漉 に比べてTNF一 αを誘導する効果や,Meth-A
腫瘍に対するサプレッション効果が優れていることを示 した。k
以上本研究は,ビ フィズス菌の抗腫瘍活性 と免疫賦活活性との関連性を明 らかにし,ビ フィズス菌 は,
各種のサイ トカィンの誘導を含む生物学的反応修飾性物質(BRM)で あることを示 した。 ビフィズス菌
は食生活にも密接に関連する菌種の一っであり,そ の生理活性の解明により,新 しい薬物開発の可能性が
期待できる。よって本論文は,新 知見と応用性に富む内容を含み,博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と
認める。
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